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研究成果の概要（和文）： 柄細胞が分化しない細胞性粘菌 Acytostelium subglobosumのゲ
ノム解を行い、13,400 個の遺伝子モデルを構築した。すでにゲノム解析の終了してい
る代表種 Dictyostelium discoideumと比較したところ、細胞分化に関与する遺伝子のほぼす
べてについてオーソログが存在していること、一方、多重遺伝子ファミリーの構成は両者
でかなり異なっていることが明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： The genome and cDNA analyses were performed in Acytostelium 
subglobosum, a cellular slime mold species without stalk-cell differentiation, and approximately 13,000 
genes were identified. They included orthologues for most of the cell-differentiation related genes in 
Dictyostelium discoideum, the most widely used species with cell-differentiation abilities. However, 
closer examination of multi-gene families revealed that the family compositions were dissimilar between 
the two species. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞性粘菌は土壌中の真核微生物で、系
統進化的には、後生生物発生に至る道筋で、
植物が分岐した後に分岐したと考えられて
いる。単細胞として分裂増殖するが、飢餓を
引き金として多細胞体制に移行し、胞子の塊
とそれを支える柄からなる子実体を形成す
る独特の生活環をもつ。モデル生物として多
用される代表種の Dictyostelium discoideumに
ついては、発生のメカニズムに関する研究成
果が蓄積し、また、日本を中心とする cDNA
の大規模解析と国際コンソーシアムによる
ゲノム解読が 2004年度に終了している。 
(2) 多細胞体制の高度化を考える上で最も興
味深い細胞性粘菌として、Acytostelium属を解
析対象に選んだ。この属では子実体の形態は
D. discoideumに類似しているものの柄が非細
胞性で、柄細胞への分化が見られない。入手
可能な Acytostelium の５種について培養と発
生の操作性を比較検討し、A. subglobosum 
（LB1株）を解析に用いる株として選抜した。 
(3) LB1 株には未同定の黄色バクテリアが混
在していること、その混在によって発生が促
進されることが見いだされた。A. subglobosum
の簡単なゲノム解析を行い、 (A+T)含率が
46%と D. discoideumの 78.8%と大きく異なり、
ハイブリダイゼーションを基本とした比較
解析が不適当であることが判明していた。 
 
 
２．研究の目的 
A. subglobosum は柄細胞が分化せず、D. 
discoideum では細胞分化が可能となるという
質的な違いに関係するゲノム情報上の違い
を比較ゲノムのアプローチで解析する。具体
的には以下の目標で研究を進める。 
(1) A. subglobosumのゲノム解析を完了する。 
(2) A. subglobosum遺伝子モデルを構築する。 
(3) D. discoideumと A. subglobosumで遺伝子
レパートリーを比較し、発生に関与する遺
伝子の異同を解析する。 
(4) A. subglobosum遺伝子機能解析に必要な形
質転換系を確立する。 
(5) A. subglobosumの発生に影響する因子を解
析する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 無菌培養した A. subglobosum アメーバか
らゲノム DNA を抽出してショットガンの
Bacライブラリーを作製し、大規模配列決定
を行う。アセンブリプログラムでコンティ
グを生成する。 
(2) ゲノム DNAから Fosmidライブラリーを
作製して両端の配列決定を行い、コンティ
グに貼り付けることによってスキャフォー
ルドを生成する。 
(3) 増殖期と発生期細胞のRNAから cDNAラ
イブラリーを作製して EST 解析を行う。配
列をクラスタリングして代表クローンを選
抜し、全長を配列決定する。 
(4) 遺伝子モデルを構築するために、まず
cDNAと EST、をゲノムコンティグにマッピ
ングする。次に、D. discoideum のアミノ酸
配列を TBLASTN 検索によりマッピングす
る。最後に、cDNA情報をもとにして ab initio
遺伝子予測を行う。 
(5) A. subglobosumアメーバの薬剤耐性を詳細
検討し、形質転換系を確立する。 
 
４．研究成果 
(1) LB1 株に混在している未同定の黄色バク
テリアを除去し、クローン化と無菌培養に
成功した。後にゲノム解析結果を行い、こ
のバクテリアは Varioborax 属であると判定
した。 
(2) Bacライブラリーと Fosmidライブラリー
を作製して約 35万リードの端読みを行った。
現在次世代シークエンサーの配列データを
追加してコンティグギャップを埋める作業
を行っている。フローサイトメトリーを利
用して D. discoideumと比較する方法で推定
したゲノムサイズ約 28 Mbpに対し、コンテ
ィグ総延長は 31.1 Mbpである。ゲノム解析
結果の概要を表１にまとめて示す。 
D. discoideum A. subglobosum
Data source Nature 2005, 435:43-57 This study
Chromosome number 6 unknown
Genome size 34 Mb 28 Mb
(A+T) content 78.8% 43.7%
Contigs 309 318
Total nucleotides 33.9 Mbp 31.5 Mbp
EST (non-redundant) 8,402 5,749
Gene models 13,541 (12,500) 13,581
表１．D. discoideumとA. subglobosumゲノム解析の比較  
(3) 増殖期ライブラリーから 13,837クローン、
発生期ライブラリー（Smart 法による完全
長）から 18,145クローンについて EST解析
を行い、5,749の独立遺伝子としてクラスタ
リングした。また、両端からの配列がマー
ジしていない 712 遺伝子の cDNA クローン
を選抜し、全長配列を決定した。 
(4) A. subglobosumのゲノムコンティグに対し
てEST/cDNAおよびD. discoideum タンパク
質のアミノ酸配列を追加マッピングするこ
とにより、遺伝子モデル 9,269 個（うち
EST/cDNA は 3,315 個）を構築した。また、
ab initioの遺伝子予測も進め、9,376個の遺
伝子を予測した。両者の和として、13,581
の遺伝子モデルが得られた。その結果はデ
ータベース化してコミュニティに公開して
いる（図１）。 
 
 
(5) A. subglobosum 遺伝子モデルのうち、約
90%が D. discoideum 遺伝子の相同遺伝子
（Coverage50％以上、Similarityが 30%以上）
と判断され、遺伝子レパートリーの共通性
は高い。実際、D. discoideum で発生に必要
とされている遺伝子のほとんどすべてにつ
いて、A. subglobosumに相同遺伝子が見出さ
れた。しかし、各遺伝子ファミリーの内容
を比較すると、多くの遺伝子ファミリーに
ついて２種間でメンバー同士の対応関係が
見出される例は少なく、それぞれの種で
別々にパラログが生じたケースの方が多い
ことがわかった。これは A. subglobosum と
D. discoideum が系統発生的にかなり隔たっ
ていることを示唆する。また、D. discoideum
の発生においては、Rasのように、ファミリ
ーの各メンバーが分子機能としては同一で
ありながら生理的に異なる役割を果たす例
が数多く報告されており、異なるパラログ
の生成が細胞分化能の有無に重要な役割を
果たした可能性が高いと考えられる。 
(6) D. discoideum の遺伝子欠損株に A. 
subglobosum遺伝子を導入して相補性の有無
を調べるためのモデル実験として、セルロ
ース合成酵素遺伝子の導入を行った。その
結果、部分的な表現型の回復が観察された。
回復が完全でない理由はコドン使用頻度の
違いによる翻訳レベルの差や他のタンパク
質との相互作用の効率などが関係している
可能性もあり、ケーススタディとして引き
続き解析することにしている。 
(7) A. subglobosum における形質転換系の確
立： D. discoideumで選択培養に使用される
薬剤に対する A. subglobosum の感受性を調
べたところ、それらのすべてに対して高度
に耐性であることがわかった。この多剤耐
性は薬剤を細胞外に運び出すトランスポー
ター活性が高いためではないかと考え、ト
ランスポーター阻害剤である cyclosporinA
を共存させたところ、薬剤感受性が高まる
という結果が得られた（表２）。 
0 10 30 100 300 1000
Blacticidin S ++ ++ ++ ++ + +
G418 ++ ± - - - -
Hygromycin B ++ ++ ++ - - -
Puromycin ++ ++ ++ ++ + +
Bleomycin ++ ++ ++ ++ - -
Zeocin ++ ++ ++ ++ ++ ++
濃度（µg/ml）
薬剤
表２．Cyclosporin A 30 µg/ml 存在下での薬剤耐性
++: 増殖 +;増殖可 ＋；増殖不可（生存可） －；死滅
最も低濃度で致死効果のあった G418 を選
択薬剤とし、EST 解析により構成的に高レ
ベルで発現することが示されたリボソーム
タンパク質遺伝子 rpl4, rps13 のプロモータ
ーとターミネーター配列を neor配列の前後
に配した G418 耐性カセットを構築してエ
レクトロポレーションにより細胞内に導入
したところ、neor配列をもち、選択培養下で
増殖する形質転換体を得ることに成功した。
これにより、A. subglobosumで遺伝子操作を
行う道が開かれた。 
(8) A. subglobosumは高密度では自らが排出す
るアンモニアによって発生が阻害されるこ
とがわかった。アンモニウムトランスポー
ター遺伝子ファミリーの発現制御、混在
Variovorax との関係を解析する糸口として
重要である。 
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